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RESUMO

Este trabalho descreve a metodologia de suspect screening pos-data aplicada
para a deteccao de ftalatos em agua do Lago Guaiba. Foi elaborada uma biblioteca
de ftalatos de interesse, ou seja, “compostos suspeitos”, a partir de trabalhos da
literatura utilizando as plataformas Google Scholar, Elsevier e Periédicos CAPES,
como banco de dados, que contivessem palavras-chaves como “ftalatos”, “saude”,
“plastificantes”, analise”, “agua”, “toxicidade”, “exposi¢cao”, “contaminantes” e
“‘detecgao” e o limitou-se o periodo de publicacdo dos trabalhos ao ano 2000 até o
ano atual, 2022. Realizou-se o0 processo de screening de amostras coletadas e
processadas nos meses de maio, junho, julho e agosto de 2019 e 2020, utilizando o
software Bruker Compass Data Analysis 4.2°. Da lista original de 18 ftalatos de
interesse que seriam analisados durante o processo de screening, confirmou-se a
presenca de pelo menos 10 deles, e desses 10 ftalatos identificados 5 séo
conhecidos como compostos desreguladores enddcrinos. Avaliou-se também a
distribuicdo espacial dos ftalatos identificados, e foi possivel observar uma
correlacdo entre as amostras com maior ocorréncia desses compostos e as regides
nas quais elas se encontram. Considerando os problemas de saude associado a
exposicao elevada de ftalatos e a auséncia de legislacbes mais rigorosas para limitar
a contaminacdo de aguas superficiais e agua potavel por esses compostos, esse
tipo de trabalho torna-se de suma importancia para 0 monitoramento da presenca

deles.

Palavras-chave: Ftalatos. Suspect Screening. Compostos Desreguladores
Endécrinos. Agua Superficial. LC-HRMS.



ABSTRACT

This present work describes the application of a post-data suspect screening
approach for the identification of phthalates in the waters of the Guaiba Lake. The
first step was to construct a database of phthalates of interest for this study,
otherwise known as suspect compounds, using Google Scholar, Elsevier, and
CAPES Journals research platforms, to search for studies containing the keywords
‘phthalates”, “health”, “plasticizers”, “analysis”, “water”, “toxicity”, “exposure”,
‘contaminants”, and “detection”, published between the years 2000 and 2020. The
next step was to perform the screening process, for samples that were collected and
processed in the months of May, June, July, and August of 2019 and 2020, using the
Bruker Compass Data Analysis 4.2® software. From the original suspect compound
list of 18 phthalates, at least 10 were found in the samples, and of these 10
phthalates, 5 are known endocrine disruptors. The spatial distribution of the identified
phthalates was also studied, and a correlation between the samples with the highest
occurrence of phthalates and the area in which the samples were collected was
observed. Considering the health risks associated with high phthalate exposure, and
the lack of more rigorous legislations to limit their contamination of bodies of water,
and drinking water alike, this type of work is of the utmost importance for monitoring
the presence of these compounds.

Keywords: Phthalates. Suspect Screening. Endocrine Disrupting Compounds.
Surface Water. LC-HRMS.
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1. INTRODUCAO

Ftalato € o nome dado a um grupo de diésteres sintéticos, derivados do acido
ftalico/anidrido ftdlico e alcoois, usados em grande escala no mundo todo,
principalmente como aditivos, solventes e plastificantes, devido ao seu baixo custo
(SERODIO; NOGUEIRA, 2006; ZIA et al., 2013). Eles estdo presentes em inimeros
produtos e devido as suas diversas aplicacbes os ftalatos sédo considerados
contaminantes ambientais omnipresentes (SERODIO; NOGUEIRA, 2006). Os
ftalatos sdo moléculas apolares, liquidos a temperatura ambiente (LUKS-BETLEJ et
al., 2001). Por esse motivo 0os maiores niveis de contaminacdo costumam ser
encontrados em alimentos com alto teor de gorduras, mas eles também séao
encontrados em aguas subterraneas, superficiais e até em agua potavel em niveis
de tracos, sendo assim sdo considerados contaminantes omnipresentes (DAVID
FRANK AND SANDRA, 2003; SERODIO; NOGUEIRA, 2006).

Existem mais de 100 ftalatos diferentes, dentre eles os mais utilizados em
industrias como plastificantes séo: ftalato de di(2-etilhexila) (DEHP), ftalato de
benzilbutila (BBP), ftalato de di-n-butila (DBP), ftalato de di-n-hexila (DnHP) e ftalato
de di-etila (DEP) (BODZEK; DUDZIAK; LUKS-BETLEJ, 2004; HEUDORF; MERSCH-
SUNDERMANN; ANGERER, 2007; OUCHI; YANAGISAWA; FUJIMAKI, 2019; ZIA et
al., 2013) e eles sédo considerados contaminantes prioritarios por muitos paises
devido aos riscos que apresentam ao ser humano e ao meio ambiente, pois 0s
ftalatos sdo desreguladores endécrinos, (BILA; DEZOTTI, 2007; PALLOTTI et al.,
2020). Alguns estudos ja encontraram relacfes entre a elevada exposicdo a ftalatos
(principalmente DEHP) e problemas de fertilidade, tireoide e obesidade, tanto em
homens quanto mulheres, e maiores frequéncias de endometriose em mulheres
(HEUDORF; MERSCH-SUNDERMANN; ANGERER, 2007; ROWDHWAL; CHEN,
2018).

Assim, o0 objetivo desse trabalho é realizar uma analise qualitativa da
presenca de ftalatos na agua do Lago Guaiba, assim como estudar a distribuicéo
espacial desses contaminantes, e calcular o coeficiente de risco para eles. A
primeira etapa desse trabalho consistiu em uma pré-selecédo dos ftalatos a serem
estudados a partir da literatura. Na segunda etapa realizou-se uma analise pos-data

de amostras do Lago Guaiba, que haviam sido processados via UHPLC-Q-TOF-MS,



para construir a tabela de suspect screening que servira de base de dados para

avaliar a ocorréncia de ftalatos ao longo do periodo monitorado.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TARGET, NON-TARGET E SUSPECT SCREENING

Existem inUmeros compostos organicos contaminantes que sdo encontrados
em niveis tracos em ambientes aquaticos, solos e sedimentos, além dos seus
metabdlitos e produtos de degradacdo/transformacdo e a deteccdo desses, a
concentragcdes em faixas de mg/L e pg/L, de forma precisa e exata é feita por analise
do tipo target usando cromatografia a liquido ou gas, dependendo da natureza do
analito. A analise do tipo target, porém, é limitada pela presenca de um padrao
analitico, sendo assim, existem diversos compostos que ndo podem ser analisados
por esse método por ndo possuirem padrdo analitico, como metabdlitos e produtos
de degradacgédo de farmacos e agrotéxicos (BACKE, W. J. 2021).

A espectrometria de massas de alta resoluggo, em modo MRM
(Monitoramento de Reac6es Multiplas), como QTOF (Quadrupolo-Tempo de V6o) e
Orbitrap, permitem realizar andlises pés-data, e possibilitam a busca de compostos
adicionais aos target. Essas analises pés-data por compostos adicionais podem ser
do tipo non-target ou suspect screening, e permitem realizar a identificacdo de
compostos que ndo possuem padrdo analitico (PERIN, 2021). A analise non-target
envolve a utilizacdo de espectros tedricos (precursor, isétopo, aduto e ions produto),
assim como a massa exata para realizar a identificacdo sem informacédo a priori. O
método de Suspect Screening baseia-se na elaboracdo de uma lista de compostos
suspeitos com suas propriedades, como: massas exatas, razfes isotdpicas e
padrbes de fragmentacado; que permitem identifica-los no processamento de dados
(BACKE, W. J. 2021).

2.2 FTALATOS

Ftalatos foram introduzidos como plastificantes na industria pela primeira vez
em 1920, como uma alternativa a canfora, que era utilizado na polimerizacédo de
nitrato de celulose (GRAHAM, 1973). Com o0 avango da tecnologia e eventualmente
0 consumo de produtos plasticos, foram sintetizados novos ftalatos para serem
usados como plastificantes em outras industrias. Atualmente existem diversos

ftalatos cujas aplicacdes vao desde plastificantes para o PVC, borracha, celulose e



poliestireno, a solventes em tintas e herbicidas, e eles podem ser encontrados em
cosmeticos, produtos de higiene pessoal, materiais hospitalares, solventes
organicos, brinquedos de criancas e materiais de construgcdo (SERODIO;
NOGUEIRA, 2006; ZIA et al., 2013) por serem de relativo baixo custo.

Os ftalatos mais utilizados na industria sdo: o ftalato de di(2-etilhexila)
(DEHP), ftalato de benzilbutila (BBP), ftalato de di-n-butila (DBP), ftalato de di-n-
hexila (DHP) e ftalato de di-etila (DEP) (Figura 1) (HEUDORF; MERSCH-
SUNDERMANN; ANGERER, 2007), e eles sdo substancias apolares, lipofilicas,
incolores e praticamente inodoros (ROWDHWAL; CHEN, 2018a; WEAVER et al.,
2020). O DEP é utilizado principalmente em cosméticos e produtos de higiene, como
perfumes, detergentes, cremes, esmaltes e sprays de cabelo, mas também pode ser
encontrado em filmes plasticos, tintas, lubrificantes industriais e borrachas
(WEAVER et al., 2020). O DHP e DBP séo tipicamente utilizados como plastificantes
em luvas de vinil, tubos de PVC flexiveis, adesivos de latex, pesticidas, solventes
para corantes e plasticos a base de celulose (HEUDORF; MERSCH-
SUNDERMANN; ANGERER, 2007). O BBP é principalmente utilizado como solvente
em tintas e pigmentos, plastificante para PVC e em pisos vinilicos, couro atrtificial,
esteiras de producdo na industria alimentar e embalagens de alimentos (ZHANG et
al.,, 2016). O DEHP ¢ o ftalato mais utilizado na industria de plastificantes e suas
aplicacbes séo inumeras, como em equipamentos médicos, bolsas de sangue e
bolsas intravenosas, tubos e cateteres; em materiais de constru¢do, como tubos de
PVC, pisos vinilicos, lonas, adesivos, espumas e isolantes, papeis de parede e
estofados; embalagens de alimentos e bebidas; brinquedos e produtos infantis; e
cosméticos (ROWDHWAL; CHEN, 2018a).



Figura 1: Estrutura molecular dos ftalatos BBP, DBP, DEHP, DEP e DHP.
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Fonte: a autora.

Os ftalatos quando utilizados como plastificantes s&o incorporados
fisicamente a matriz polimérica, mas ndo se ligam covalentemente a estrutura do
polimero. Sendo assim, eles lixiviam facilmente das embalagens para alimentos e
bebidas, sdo expelidos para 0 meio ambiente em processos de fabricacdo de
polimeros, e sdo absorvidos pelo corpo durante a ingestdo de alimentos e bebidas
contidas em embalagens que os contém (HEUDORF; MERSCH-SUNDERMANN;
ANGERER, 2007; SERODIO; NOGUEIRA, 2006; ZIA et al., 2013). Por serem
apolares os maiores niveis de contaminacdo costumam ser encontrados em
alimentos com alto teor de gorduras, mas eles também s&do encontrados em
sedimentos, aguas subterraneas, superficiais e até em agua potavel, no solo e no ar
em niveis tracos, sendo assim sao considerados contaminantes ambientais
omnipresentes (DAVID FRANK AND SANDRA, 2003; SERODIO; NOGUEIRA,
2006).

2.2 PROBLEMAS DE SAUDE E PARA O MEIO AMBIENTE

Devido a omnipresenca dos ftalatos a exposicdo de pessoas a essas

substancias ndo se limita apenas exposi¢cdo ocupacional, mas da populacdo em



geral também, por via oral, inalatéria e pele-cutanea (Figura 2) (HAUSER, 2005). As
principais formas de exposicdo por via oral sdo por alimentos e bebidas
contaminadas, devido a presenca de ftalatos nas embalagens ou na cadeia de
producdo, suplementos alimentares com composicfes lipidicas, férmula infantil, e
brinquedos de pléastico, que sdo de especial risco para bebés e criangas pequenas.
A exposicdo via pele-cutdnea se da principalmente através de sabonetes,
detergentes, perfumes, cremes e cosméticos em geral que utilizam ftalatos em sua
composicdo. Exposicdo via inalatéria de ftalatos pode se dar pelo uso de
equipamentos médicos inalatérios uma vez que os tubos flexiveis de PVC utilizados
nesses equipamentos podem conter ftalatos, e ainda ftalatos podem estar presentes
no ar e se ligarem a particulas de poeira que séao inalados (HAUSER, 2005;
SCHETTLER, 2006).

Figura 2: Diagrama dos principais meios de exposi¢do a ftalatos (via oral, inalatoria e pele

cutanea).
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Fonte: a autora.



A exposi¢do humana a ftalatos € uma questéo de saude publica, pois diversos
ftalatos foram identificados como sendo toxicos para o sistema reprodutivo e
classificados como desreguladores endocrinos (EDC), tendo sido detectados em
diversas matrizes humanas, como urina, sangue, leite materno, sémen, saliva, fluido
amniético e sangue do cordao umbilical (BILA; DEZOTTI, 2007; LATINI; DE FELICE;
VERROTTI, 2004; LYCHE et al., 2009; SILVA et al., 2005), sugerindo que ftalatos
sdo capazes de atravessar a placenta. Adicionalmente, DEHP e MEHP ja foram
guantificados em placenta humana, indicando que ftalatos ndo sé sdo capazes de
serem transportados atraves da interface mée-feto, como também séo capazes de
se depositarem no tecido da placenta (CASERTA et al.,, 2018; LI et al.,, 2014,
MARTINEZ-RAZO et al., 2021; SILVA et al., 2004). Desreguladores enddcrinos
(EDC) séo, por definicdo, substancias que podem: danificar diretamente um 6rgao
enddcrino; alterar diretamente a funcdo de um érgdo enddcrino; interagir com um
receptor de hormoénios, ou alterar o metabolismo de um horménio em um 6érgéo
(BILA; DEZOTTI, 2007).

Os seguintes ftalatos expostos nas Figura 3, 4 e 5 séo classificados como
desreguladores endocrinos (BILA; DEZOTTI, 2007), e uma vez absorvidos pelo
corpo, sao rapidamente metabolizados no estdbmago, sangue e figado por enzimas
esterases e lipases. Inicialmente o ftalato é hidrolisado, formando seu metabdlito
primario (monoéster), que é o principal causador da toxicidade enddcrina (Figura 3,
Figura 4, Figura 5). Os monoésteres de cadeia curta sdo excretados na urina,
enquanto os metabolitos de cadeia longa sofrem outras biotransformacdes, incluindo
hidroxilagdes e oxidacdes, sendo excretados por fim na urina e nas fezes como um
conjugado glicuronideo (FREDERIKSEN; SKAKKEBAEK; ANDERSSON, 2007).



Figura 3: Estrutura molecular dos ftalatos DMP, DEP, DnBP, DiBP, BBP e seus metabdlitos
MMP, MEP,MnBP, MiBP e MBP.
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Fonte: a autora.



Figura 4: Estrutura molecular do ftalato DEHP e seu metabdlito MEHP, 50OH-MEHP,
MCMHP, 50xo-MEHP e MECPP.
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Figura 5: Estrutura molecular do ftalato DINP e seus metabdlitos OH-MINP, MCiOP, oxo-
MINP, MiNP.
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Fonte: a autora.

Apesar de serem rapidamente excretados do corpo (BEKO et al., 2013; LEE
et al.,, 2014), os efeitos toxicos ao sistema endocrino causados pelos metabdlitos
primarios dos ftalatos serdo sentidos pelo organismo. Alguns estudos mostram
relacbes entre a exposicdo a ftalatos durante a gravidez e algumas patologias
obstétricas, como pré eclampsia, aborto espontaneo, restricdo de crescimento
intrauterina (RCIU), parto pds-termo, risco elevado de cesariana, peso baixo ao
nascer e elevado risco de parto pré-termo (ADIBI et al., 2009; CANTONWINE et al.,
2016; FERGUSON et al., 2014, 2017; FERGUSON; MCELRATH; MEEKER, 2014;
LENTERS et al., 2016; MARTINEZ-RAZO et al., 2021; MEEKER et al., 2009;
MESSERLIAN et al., 2016; PENG et al., 2016; PHILIPS et al., 2019; SONG et al.,
2018; STROMMEN et al., 2016; ZHANG et al., 2009). Outros estudos evidenciam a

relacdo entre a exposicdo a ftalatos e patologias metabdlicas, como obesidade,



11

ressaltando o risco a salde que isso apresenta uma vez que eles podem se
acumular no tecido adiposo, agindo como uma reserva de ftalatos bioativos que
podem ser liberados no sistema (REGNIER; SARGIS, 2014), e abnormalidades na
funcionalidade do tireoide (MEEKER; CALAFAT; HAUSER, 2007; MEEKER;
FERGUSON, 2011; WU et al., 2013). Existem ainda alguns estudos que mostraram
a relacao entre certos metabolitos de ftalatos (principalmente de DEHP) medidos em
urina materna durante gravidez, e alteracdes em desenvolvimento neurologico (KIM
et al., 2011; POLANSKA et al., 2014; TELLEZ-ROJO et al., 2013; WHYATT et al.,
2012).

Além dos efeitos observados em seres humanos, ha evidéncias de que
ftalatos e seus metabolitos afetam também a reproducdo em anelideos (aquaticos e
terrestres), moluscos, crustaceos, insetos, peixes e anfibios, levando a problemas de
desenvolvimento e aberracdes genéticas (OEHLMANN et al., 2009). Um estudo mais
recente mostrou que exposicdo a DEHP por tempos prolongados desregula o
sistema enddcrino de peixes marinhos, e em especial o0s machos sdo mais sensiveis
gue as fémeas (GAO et al., 2018). A toxicidade aquética dos ftalatos varia com o
tamanho da cadeia, e estudos mostram que os ftalatos de cadeia curta, como DMP,
DEP, DnBP e BBP, apresentam toxicidade aguda e crbnica para espécies de algas,
invertebrados e peixes de agua doce e salgada (GAO et al., 2018). O efeito de
ftalatos também pode ser observado em corais, principalmente aqueles com maior
teor lipidico e menor densidade de zooxantela, pois corais que sofrem
branqueamento tendem a acumular mais ftalatos em seus esqueletos (RANJBAR
JAFARABADI et al., 2021).

Considerando os inumeros problemas relacionados a presenca e exposicdo
de ftalatos, diversos paises tém legislaces que visam limitar a aplicacao de ftalatos,
e consequentemente a contaminag¢do causada por eles. De acordo com a portaria
federal brasileira “DIARIO OFICIAL DA UNIAO PORTARIA GM/MS No 888, DE 4
DE MAIO DE 2021,”, e a OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022) o valor
maximo permitido (VMP) para o DEHP em &gua potavel é de 8 pg/L, enquanto a
Unido Europeia estabelece a concentragdo maxima do DEHP em aguas de
superficie como sendo 1.3 pg/L (EUROPEAN COMMISSION, 2020). Ja o US EPA
(United States Environmental Protection Agency) estabelece como 6 ug/L a

concentragcdo maxima permitida de DEHP em &gua potavel (US EPA, 2015).
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Austrdlia, Japdo e Nova Zelandia estabelecem o limite de DEHP em agua potavel
como 9, 100 e 10 ug/L respectivamente (NET et al., 2015).

2.3 TECNICAS DE PREPARO DE AMOSTRAS E METODOS DE ANALISE

Existem diversos procedimentos de preparo de amostras para analise de ftalatos
descritos, em inumeras matrizes, como alimentos, agua potavel superficial,
sedimento, urina e plasma. Os principais procedimentos envolvem algum tipo de
extracdo, seguido de andlise por cromatografia a gas, ou cromatografia a liquido,
acoplado a espectrémetro de massas ou algum outro detector. Entre as técnicas de
extracdo para liquidos descritos para ftalatos estdo extracdo liquido-liquido (LLE),
extracdo em fase solida (SPE), micro-extracdo em fase sdlida (SPME),
microextracdo em fase solida com headspace (HS-SPME). Para extracdo de ftalatos
em solidos, sedimentos e lama foram descritos a utilizagdo de Soxhlet, extracao
assistida por micro-ondas (MAE), extracdo de fluido supercritico (SFE), extracéo
assistida por ultrassom (USE), extracdo acelerada por solvente (AES) e dessor¢ao
térmica (TD) (NET et al., 2015). A titulo de informacé&o, a seguir serdo descritos 0s
principios dos procedimentos de preparo de amostras mais utilizados, de acordo

com a literatura consultada.

A LLE consiste em adicionar um solvente organico a amostra aquosa para
realizar a extracdo. Os ftalatos migrardo para a fase organica, por serem mais
apolares, sendo entdo removidos da fase aquosa (Figura 4). O solvente organico
ndo deve ser miscivel com agua, e estudos ja mostraram que utilizando hexano e/ou
dicloro metano como solventes geram bons (GAO et al., 2014; LIU; CHEN; SHEN,
2013). Apesar da técnica de LLE ser simples, ela é desvantajosa, pois requer grande
guantidade de solvente orgéanico para ser realizada, que eleva seu custo e gera

residuo.
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Figura 6: Diagrama de sistema de Extracdo Liquido-Liquido

fase aquosa

fase organica

Fonte: a autora.

A técnica de SPE apresenta facilidade de implementacdo, além de economizar
tempo e solvente quando comparado ao método de LLE, e permitir a pré-
concentracdo de amostras de agua, que consequentemente diminuem os limites de
deteccdo e quantificacdo (LODs e LOQs) das amostras (ZWIR-FERENC; BIZIUK,
2006). O sistema de SPE ainda pode ser acoplado ao GC-MS, tornando-o
completamente automéatico (BROSSA et al., 2003). Ap6s o condicionamento dos
cartuchos, os ftalatos na amostra de agua passam para a fase sélida ativada, e sé@o
recuperados na eluicdo com solvente organico (Figura 5) (LOOS et al., 2008).
Estudos mostram que fases soélidas de octadecilsilano (ODS) C18 e HLB séao
eficientes para extracdo de ftalatos em agua (HE et al., 2013; LIOU et al., 2014;
ZHENG; ZHANG; TENG, 2014) e metanol, dicloro metano, hexano e acetona
guando utilizados como eluentes (individualmente, ou como misturas) apresentam
bons resultados. A principal desvantagem do SPE é que o prolongado processo de

preparo de amostra pode resultar em maior risco de contaminacao.
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Figura 7: Diagrama de sistema de Extracdo em Fase Sdélida.
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Fonte: a autora.

SPME € uma técnica que envolve a utilizacdo de uma fibra de silica fundida
recoberta por uma fase extratora (polimero ou um adsorvente), que permite extrair
0os analitos da solucdo. Essa extracdo pode ser feita com a fibra submersa em
solucdo, ou fora de solucdo, chamada de microextragdo em fase soélida com
headspace (Figura 6a e Figura 6b). A etapa de extracdo ocorre quando € atingido o
equilibrio entre os analitos e a fase extratora fibra. Apds a extracao, a fibra de SPME
e transferida para o injetor do cromatografo gasoso, onde € feita a dessorcao
térmica dos analitos, que sdo analisados (QUEIROZ, 2011). Existem diversos tipos
de fases extratoras que podem ser usadas dependendo do tipo de analito, por
exemplo, fibras de polidimetilsiloxano e divinil-benzeno (PDMS-DVB), polianilina e
poliacrilato ja foram utilizados para analisar 6 dos ftalatos prioritarios listados pelo
US EPA (LI; QU; LIU, 2006; LI, X. et al., 2006; LI, X. H. et al., 2006; PROKUPKOVA
et al., 2002). A grande vantagem do processo de SPME/HS-SPME é que néo
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necessita de solvente organico e o preparo de amostra € minimo, apesar disso,

existem poucos estudos que foram capazes de quantificar os ftalatos analisados.

Figura 8: (a) Diagrama de sistema de Extracdo em Fase Sdlida. (b) Diagrama de Extracdo

+

em Fase Sdlida com Headspace.
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Fonte: a autora

A extracdo Soxhlet é uma técnica utilizada para extracdo e quantificacdo de
ftalatos em amostras sélidas, porém, requer quantidades elevadas de solvente
organico e € demorada, e o risco de contaminacdao por ftalatos € alta. Outro exemplo
€ a extracao assistida por ultrassom (USE), que também foi reportada como sendo
utilizada para quantificar ftalatos, e consiste em ultrassonificar a amostra sélida em
solvente até que os ftalatos sejam extraidos (NET et al., 2015). A extracao acelerada
por solvente (ASE), também conhecida como extracdo por liquido pressurizado
(PLE), permite a extracdo de ftalatos utilizando matrizes sélidas finamente trituradas
e solventes organicos a pressdes e temperaturas elevadas. Estudos mostraram que
guanto menor as particulas solidas maior o rendimento da extragdo, devido a maior
area de contato, e os resultados mostraram que a técnica apresentava boa
reprodutibilidade (HUBERT et al., 2001; MUNOZ-ORTUNO et al., 2014; SCHANTZ,
2006). A Dessorcédo térmica (TD) € uma técnica com alta reprodutibilidade, que nao

requer preparo de amostra, e € utilizado para andlise direta de ftalatos em

embalagens de alimentos, brinquedos e equipamentos médicos. Por exemplo, a
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ASTM D782 descreve a andlise quantitativa de 6 ftalatos presentes em PVC (NET et
al., 2015). A amostra € aquecida para dessorver os ftalatos da matriz sélida, e uma

vez vaporizado, os ftalatos sdo analisados.

No que diz respeito a analise instrumental, as técnicas cromatograficas sao as
mais utilizadas para ftalatos, tanto por cromatografia a gas (GC) ou cromatografia a
liquido (LC). (LC) (BELANGER; BISSONNETTE; JOCELYN PARE, 1997). Diversas
técnicas cromatograficas para determinacdo de ftalatos em bebidas e polimeros
foram descritas, utilizando LC com diferentes detectores e acoplados a
espectrometria de massas (LC-MS), detector de arranjo de diodo (LC-DAD), e
detector UV (LC-UV), e GC acoplado a espectrometria de massas (GC-MS) e com
detector de ionizacdo de chama (GC-FID) (SALAZAR-BELTRAN et al., 2018). Um
estudo utilizando agua mineral ndo gaseificada como amostra foi capaz de
determinar DBP, BBP e DEHP através de GC-MS, com limites de quantificacédo
(LOQs) entre 0,1 e 1,7 pg/L (KERESZTES et al., 2013). Um método semelhante foi
proposto para analisar limonada engarrafada em outro estudo, e DMP, DEP, DBP,
BBP, DEHP e DnOP foram detectados por GC-MS usando uma coluna capilar de
silica fundida, com limites de quantificacdo entre 6 e 21 pg/L (USTUN et al., 2015).
Um método desenvolvido utilizando HPLC-UV foi capaz de determinar DMP, DEP,
DBP, BBP, DEHP e DnOP em &gua mineral, utilizando uma coluna C8 e uma
solugéo aquosa de acetonitrila com 1% de metanol, com gradiente de eluicdo, como
fase movel e os limites de deteccéo (LODs) alcancados foram entre 0,12 e 0,50 ug/L
(ZAATER; TAHBOUB; AL SAYYED, 2014). Em outro método para a analise de
ftalatos em vinho tinto, foi utilizando HPLC-DAD, com uma coluna C18 e uma
mistura de metanol e agua com gradiente de eluicdo como fase movel, com LODs
de 2,0 a 2,2 pg/L (FAN; LIU; XIE, 2014). Um exemplo de trabalho utilizando LC-Q-
TOF-MS foi capaz de detectar DiIBP em aguas superficiais na India, com LODs e
LOQs de 9,7 e 29,4 ng/L respectivamente (KHALID et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi realizar um levantamento da presenca de

ftalatos nas aguas do Lago Guaiba pela abordagem suspect screening.

3.10BJETIVOS ESPECIFICOS

e Montar um banco de dados de ftalatos a serem estudados baseados em
dados da literatura.

e Utilizando a metodologia de suspect screening realizar uma analise pos-
data de amostras do Lago Guaiba, que haviam sido previamente
processados via UHPLC-Q-TOF-MS.

e Estudar a distribuicdo espacial dos ftalatos na regidao de amostragem.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

As amostras analisadas foram coletadas do Lago Guaiba nos meses de maio,
junho, julho e agosto de 2019 e 2020, somando um total de 104 amostras. O preparo
das amostras foi realizado utilizando metodologia desenvolvida e validada por Perin,
et al, 2020 e utiliza extracdo em fase sélida (SPE) e analise por cromatografia a
liguido de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrémetro de massa de tempo de voo
(UHPC-Q-TOF-MS) (Anexo A). O tratamento pds-data foi realizado em software

Bruker Compass Data Analysis 4.2°.

4.2.1 METODO

4.2.2 Selecédo dos ftalatos a serem estudados

Foi realizada uma busca por trabalhos sobre ftalatos utilizando as plataformas
Google Scholar, Elsevier e Periddicos CAPES, como banco de dados. Procurou-se
por palavras-chaves como “ftalatos”, “saude”, “plastificantes”, analise”, “agua”,
“toxicidade”, “exposicao”, “contaminantes” e “detec¢ao” e o limitou-se o periodo de
publicacdo dos trabalhos ao ano 2000 até o ano atual, 2022. A partir dessa busca
determinou-se quais ftalatos seriam relevantes para o trabalho, baseado em sua
toxicidade e efeitos sobre a saude humana, aplicacbes e consumo na inddstria e
exposicao humana no dia a dia. Os ftalatos selecionados, assim como suas férmulas

moleculares e suas massas, estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Base de dados de compostos suspeitos

Ftalato Formula Molecular m/z
Ftalato de dimetila (DMP) C10H1004 195.0652
Ftalato de dietila (DEP) C12H1404 223.0965
Ftalato de di-n-propila (DnPrP) C14H1804 251.1278
Ftalato de di-iso-propila (DiPrP) C14H1504 251.1278
Ftalato de di-n-butila (DnBP) C16H2004 279.1591
Ftalato de di-iso-butila (DiBP) C1sH204 279.1591
Ftalato de di(2-metoxietila) (DMEP) C14H1506 283.1176




19

Ftalato de di-n-pentila (DnPP) C1sH2604 307.1904
Ftalato de di(2-etoxietila) (DEEP) C16H2206 311.1489
Ftalato de benzilbutila (BBP) C19H2004 313.1434
Ftalato de difenila (DPhP) C20H1404 319.0965
Ftalato de diciclohexila (DCHP) CooH2604 331.1904
Ftalato de di-n-hexila (DnHP) CooH3004 335.2217
Ftalato de di(4-metil-2-pentila)
C20H3004 335.2217
(DMPP)
Ftalato de di(2-n-butoxietila)
C20H3006 367.2117
(DBEP)
Ftalato de di(2-etilhexila) (DEHP) Cy4H3504 391.2843
Ftalato de di-n-octila (DnOP) C24H3504 391.2843
Ftalato de di-n-nonila (DnNP) C26H4204 419.3156

Fonte: a autora
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4.2.2 Suspect Screening

A sequéncia de amostras foi importada para o software Bruker Compass Data
Analysis 4.2° e cada amostra foi calibrada individualmente. O calibrante interno
utilizado foi o formiato de sbédio (NaCOOH). Para cada amostra gerou-se 0s
cromatogramas do ion extraido referentes aos ftalatos de interesse em sua forma
protonada.

Os cromatogramas gerados para cada ion foram analisados individualmente.
Para cada pico observado no cromatograma analisou-se seu espectro de massas
referente, onde buscou-se o sinal do ion do analito protonado (Figura 9a). A férmula
molecular referente ao sinal obtido no espectro de massas foi confirmada pela
funcdo SmartFormula Manually, tendo como tolerancia um erro de 5ppm (Figura 9b).
Em seguida foi utilizada a funcdo Compass IsotopePattern, que gera a razao
isotOpica teorica, para confirmar os sinais de razdo isotdpica para o analito em
guestdo, no tempo de retencdo que esta sendo avaliado (Figura 9c). A Ultima
ferramenta utilizada para verificar a presenca do analito no tempo de retencédo sendo
avaliado € a comparacdo do padrdo de fragmentacédo (Figura 9d), cujo espectro

tedrico foi buscado.



Figura 9: Usando como exemplo o cromatograma gerado para o DEP; (a) Sele¢do de um pico no cromatograma e espectro de massas

correspondente, com sinal do ion do DEP protonado; (b) Férmula molecular do DEP confirmado no SmartFormula Manually dentro da
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tolerancia de erro; (c) Comparac¢ao da razéo isotopica observado no espectro com a razdo isotdpica teérico do Compass IsotopePattern; (d)

Comparacao dos fragmentos tedricos obtidos no MassBank com os fragmentos do DEP na amostra
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para esse estudo partiu-se de uma lista de 18 ftalatos de interesse, e ao final da
andlise de todas as amostras, utilizando a massa exata, razao isotépica, padrdo de
fragmentacdo e estrutura molecular tedricos como parametros, verificou-se a
presenca de pelo menos 9 ftalatos. Os ftalatos encontrados, juntos com o0s

fragmentos monitorados para verificagdo de suas presencas e a faixa média de seus

respectivos tempos de retencdo sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Lista dos ftalatos encontrados nas amostras

Formula Fragmentos _
Ftalato m/z i tr (min)
Molecular Monitorados
Ftalato de dimetila (DMP)* C10H1004 | 195.0652 163.0395 26
Ftalato de dietila (DEP)* C1H140 149.0229
(DEP) 12H1404 1 223.0065 | 1o 0563 8.7
Ftalato de di-n-propila (DnPrP)
Ftalato de di-iso-propila 149.0249 -
| prop CuisH1804 | 251.1278 191.0700 7.1-7.2
(DiPrP)
Ftalato de di-n-butila (DnBP)*
149.0239
Ftalato de di-iso-butila (DiBPy* | CtH2204 | 2791591 1 545 gggg | 8:4-85
Ftalato de di-n-pentila (DnPP) | ¢ H,,0, | 307.1904 | 149.0233 | 5.0-5.1
Ftalato de benziloutila (BBP)* | ¢ 4H,00, | 313.1434 | 91.0542 3.4-3.8
Ftalato de diciclohexila
249.1118
(DCHP) CooH2604 | 331.1904 167.0328 5.8-6.2
Ftalato de di-n-hexila (DnHP 149.0234 -
( ) | CaoHs004 | 335.2217 1630391 | 68771
Ftalato de di(2-etilhexila)
. 149.0232 114 -
(DEHP) Ca4H3g0s | 391.2843 | 167.0339 116
Ftalato de di-n-octila (DnOP)

*ftalatos desreguladores enddcrinos

Fonte: a autora

Com base nessa lista de 9 ftalatos montou-se uma tabela para avaliar quais
analitos foram detectados nas amostras (Tabela 3) e as suas distribuicdes podem

ser mais bem visualizado no mapa de pontos de amostragem do Lago Guaiba
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(Figura 11). E importante ressaltar que ha ambiguidade quanto a presenca de alguns
ftalatos como DnBP e DiBP, uma vez que suas massas Sao iguais, entdo o
cromatograma e o0 espectro de massas gerado para esses dois analitos sao
idénticos, assim como as razdes isotdpicas e os padrdoes de fragmentacdo. Sendo
assim, sem aplicagcdo de outras técnicas, como RMN de 1H e RMN de 13C, ou
Espectrometria de Mobilidade 16nica, fica indeterminado se foi detectado a presenca
do DnBP, do DiBP, ou de ambos. O mesmo ocorre com os pares DIPrP e DnPrP, e
DEHP e DnOP. Assim, DnBP e DiBP passaram a ser representados como DBP,
DnPrP e DIiPrP passaram a ser representados como DPrP e DEHP e DnOP
passaram a ser representados como DEHP/DnOP. Dessa forma pode-se inferir que

foram encontrados de 9 a 12 ftalatos nas amostras analisadas.



Tabela 3: Lista de ftalatos encontrados em cada amostra analisada
16 18 404 Ha HE 45E 1% 47-8D 50 57 53 59 86A
DEF, DFF
DEF, DFF, DEF,OFiF, | —= '~ 1| OdP, DEF,
: OER,DFTP. DB, | hep opre, per, oep.onpp, | DR | DWP.DEP, - OMP,DER, DR, oer.eep, | DEREER L oeeoep. | cer.oPrP,
Maio de |OnPF,EER, OCHP, OEF.EEF, | OFF,DEF, | DBF,EEF,OCHF, OCHP,
OCHP, OnHF, EEP, OCHF, OnHP, BEF,OCHP, | DEP.OMHP,
2019 DeHP.DEHP, | o r Do e, | DCHP.DNHE, | DEHP.DRHE, | Do, DEHF, e | DR | TR e
Dn0FP ' = | DEHP.OnOF | DEHP, DnOP On0P | DEHR, DA '
OnoF Do DnoFP
OnapP
Junho de | DEFDFF.DEF, |DER DR, DEF, DEFOFTF, DEF,DFTF, DEF, g;’;”;?
2019 DnHP BEF. OnHP DEF. OnHP BEF. OnHP e
DEF, DFiF, DEF, OMP, DFTF, ONP, DEF, OFF, OMP, PP,
"";';]':ad" DPéFé'l_?fPD'nDD“;'P' BEP, OrHP, DEP, OnHP, DEP, BB, OEHF, DEF, OnHP,
' DEHF, DniF DEHF, Dn0F OncF DEHF, DniF
Adosto de DMP.OP®, | oo e B:’;-S:F[E DR, DEF, B':;-S:F',E OFiP, DEF, OnPF, OFiP,DEF, |DOFiP,DEF, Dpéi'PDPE’P' DFiP, DEF,
gzm OFiP,DEP,ORHF | DBF. DrHF, oie | o o | DPPDWHR. | oo R | DRHPDERP, DRPP.ORHP, | DOHP, | oo | OPWR.OGHP | DNPP,Onk,
DEHF, DniF 5| BEHR, DnoF - HEar OncF DEHF.OnOF | OnHF ' DEHF, DnOF
On0F DnOFP OnHP
OMP, OFF, DR, DEF,
Maio de | OF1P, DEF, DEHF, OFP.DEF, | DEF,OCHP, OCHP, S’B‘f 'DD;_'IPP'
2020 Dn0P DEHF,DnOF | OnHP, DEHF, DEHF, DB Do
DnoFP OnoP '
DER, DFTF,
Junho de | OF1P,DEF. OnHF, DEE?EESPBP' OEF, EEF, D'jnfl_"ggg'éﬁgp' OF1P, DEF,
2020 DEHR.ONCP | Coio e DCHP, OnHF, ek BEF, OnHP
' DEHF, DnOP
DEF, DFF,
suibode | OPP-DEF. OFiF, OFiP DEF, ;i';ggfb%ﬁ DEF,
2020 | CPPEEPDCHP, |DEP EEPDNHP, BEF,OCHF, DhEDEHE OnPP.EEPOC
DnHF-DEHF, OnOF | DEHP, DOncP DnHP ki HF DnHP CEH
OnaP
P.OnP
DEF, DFiF. DEF, S—
DFF.CEF,.OFF, | DnPF,
Agosto de OMP, OnFF, OFP, BEF, OCHP, | DEF, OnPF,
2020 | EEFDCHR.DnHP, | BEROCHP, DL D e T | DER.DPP
OEHP,OnOF | DOnHP, DEHF, ' '
it OnHP

Fonte: a autora
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Figura 10: Ocorréncia de ftalatos em cada amostra
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Fonte: a autora.
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Sabendo-se que ftalatos sdo contaminantes sempre presentes, poderia ser
discutido se houve contaminacdo das amostras pelo método de preparo e andlise
empregado por Perin, et al, 2020, uma vez que esse método foi validado para
deteccdo de pesticidas e agrotoxicos, mas ndo para ftalatos. Olhando a matriz de
densidades (Figura 10), observamos que houveram amostras onde nao foram
encontrados ftalatos, o que permite inferir que, apesar dos dados utilizados serem
provenientes de amostras analisadas por um método ndo especifico para ftalatos, a

contaminagao pelos ftalados monitorados, foi desconsiderada.

Figura 11: Mapa de pontos de amostragem ao longo do Lago Guaiba.

-l :
Canoas
- “‘

Porto alegre

41B_
> _ ~

PARTENON g

7 L

Fonte: (PERIN, 2021)
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Tabela 4: Pontos de coleta com as suas respectivas coordenadas

Pontos de Coleta Coordenadas Geogréficas
36 30°00'42.2"S 51°12'54.7"W
86A 30°00'31.0"S 51°15'45.6"W
41B 30°02'57.4"S 51°14'09.6"W
45E 30°05'34.1"S 51°15'17.1"W
47-8D 30°14'28.6"S 51°11'13.5"W
57 29°57'12.9"S 51°20'47.9"W
58 29°56'55.5"S 51°18'04.1"W
59 29°56'13.1"S 51°14'10.0"W
38 30°00'16.4"S 51°14'00.6"W
40A 30°01'06.3"S 51°13'21.6"W
41A 30°01'46.0"S 51°15'01.7"W
46 30°06'08.8"S 51°16'16.2"W
50 30°11'32.1"S 51°16'33.0"W
60 30°17'08.1"S 51°11'47.3"W

Fonte: (PERIN, 2021)

A partir da Tabela 3 gerou-se uma matriz de densidades, para avaliar a
quantidade de ftalatos encontrados em cada ponto de coleta (Figura 10). Com esses
dados podemos observar que no més de junho, em 2019 e 2020, ndo foram
detectados os analitos DMP e DnPP, e que 0S meses com as maiores ocorréncias
dos analitos em 2019 foram maio e agosto, e junho e julho em 2020. Observa-se
também que os ftalatos mais frequentemente detectados sdo o DPrP, que foi
identificado em 52 amostras, o DBP que foi identificado em 49 amostras, o DnHP
gue foi identificado em 46 amostras, e DEHP/DnOP, que foram identificados em 37
amostras, fato que é bastante preocupante uma vez que o DBP e DEHP sao
considerados desreguladores enddcrinos (BILA; DEZOTTI, 2007). Além do DBP e
DEHP, sao encontrados ainda o BBP em 24 amostras, o DEP em 23 amostras, e 0
DMP em 13 amostras, que sdo os outros ftalatos desreguladores enddcrinos

encontrados durante o processo de suspect screening.
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Pela matriz de densidade podemos ver também os pontos de coleta mais
contaminados sao os pontos 36, 38, 41B, 46 e 50. Isso pode ser justificado pelas
regides nas quais esses pontos de coleta se encontram, por exemplo, o ponto 36 se
encontra na proximidade de uma cervejaria e de silos de armazenamento, nas quais
ftalatos podem estar presentes devido a sua utilizagdo em embalagens de alimentos;
0 ponto 38 se encontra nos arredores da llha das Flores, regido que possui uma
comunidade de papeleiros informais, que recolhem lixo e residuos da regido
metropolitana de Porto Alegre e ao retornar para a llha, fazem o descarte do lixo de
forma inadequada, contribuindo para a poluicdo e contaminacdo da agua na regiao;
0 ponto 41B se encontra na foz do Arroio Dilavio, que atualmente € uma das maiores
fontes de contaminacdo do Lago Guaiba; o ponto 50 se localiza nas proximidades
de uma fabrica de papel, que utiliza ftalatos no processo de polimerizacdo da

celulose.
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6. CONCLUSAO

Atualmente o Unico ftalato monitorado por legislagbes é o DEHP, mas pelo
menos 9 ftalatos diferentes foram identificados nas aguas do Lago Guaiba, e
baseado na Tabela 1, existem ainda outros ftalatos que nao foram identificados
nessas amostras, mas que podem se encontrar em outros corpos hidricos, solos,
sedimentos e até alimentos e bebidas. Considerando os problemas de saude
associado a exposicdo elevada de ftalatos e a auséncia de legislacbes mais
rigorosas no que diz respeito as concentragdes maximas permitidas em aguas
superficiais e potaveis, esse tipo de trabalho torna-se de suma importancia para o

monitoramento deles.

Nesse trabalho foi utilizado a abordagem de suspect screening para a deteccéo
de ftalatos poOs-data, que permitiu a constru¢cdo de um banco de dados desses
compostos presentes na agua do Lago Guaiba. Essa base de dados pode ser
aplicada em futuros trabalhos, como em um desenvolvimento de um método
guantitativo para a deteccdo desses contaminantes, pois permite orientar quais
analitos serdo analisados, economizando insumos e tempo de analise. Ela pode
ainda ser expandida para contemplar outros corpos hidricos, sendo possivel assim,
criar bancos de dados dos ftalatos presentes em uma variedade de ambientes
aquéticos, como o proprio Arroio Dilivio ou 0 mar na regido litoral do estado.
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ANEXO A:CONDIQC)ES D‘E RREPARO DE AMOSTRAS POR SPE E ANALISE
POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO E ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-
QTOF-MS)

Todas as vidrarias e materiais utilizados para coleta das amostras foram
lavados com &gua em abundancia e enxaguados com agua deionizada e/ou
destilada. Apds secagem, foi passado primeiramente hexano e em seguida acetona
em toda a vidraria. A vidraria ndo volumétrica foi levada ao forno, a 300°C por duas
horas e resfriada. Todo material foi embalado nas extremidades com papel aluminio,
para evitar possiveis contaminacdes.

A etapa de preparo das amostras (extracdo e pré-concentracdo dos analitos)
utiliza cartuchos Strata-XTM (33 um, 200 mg, 6 mL) de fase reserva polimérica
disponiveis comercialmente (Phenomenex) para os compostos analisados por LC-
QTOF-MS. A extracao/pré-concentracao foi realizada em um sistema comercial, 0
gual se utiliza de um dispositivo manifold (Supelco), composto por uma caixa de
vacuo com espaco para utilizacdo de doze cartuchos. Na etapa de condicionamento
do cartucho StrataXTM, foram adicionados 3 mL de MeOH com HOAc 0,3%, 3 mL
de acetona com HOAc 0,3% e 3 mL de 4gua com 5% de MeOH a um fluxo de
aproximadamente 5 mL/min. A extracdo foi conduzida sob vacuo e o volume da
amostra percolado foi de 250 mL a um fluxo de aproximadamente 10 mL/min. Apés
a percolacdo da amostra os cartuchos foram secos sob vacuo (15 mmHg) durante
cerca de 5 min. A eluicdo procedeu-se com 3 mL de MeOH com HOAc 0,3% seguido
de acetona com HOAc 0,3%. O extrato final foi levado a secura sob fluxo de
nitrogénio utilizando bloco de aquecimento a 30 °C. O extrato foi reconstituido com
agua:acetonitrila (95:5) até o volume de 1 mL. As amostras, entdo, foram filtradas
em membrana de PVDF 0,22 um e injetadas no sistema LC-QTOF-MS.

As condicbes foram para a anadlise instrumental foram: separacéo
cromatografica utilizando coluna analitica Kinetex® Phenyl-Hexyl (100 x 2,1 mm, 1,7
pMm) com fase movel binaria a um fluxo de 350uL/min e volume de injecéo de 10 pL.
O componente de fase mével A foi acetonitrila com acido férmico 0,1% e o
componente B foi solucdo aquosa com acido formico 0,1%. Para realizar a
separacdo cromatogréfica, o seguinte gradiente para B foi utilizado: 95-5% por 12
min, 5% por 2 min, 5-95% por 2 min. O re-equilibrio foi alcangado com 4 min,
totalizando um tempo de andlise total de 20 minutos. O sistema LC-QTOF-MS
utilizado foi um cromatografo a liquido Nexera x2 (Shimadzu) acoplado a um
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espectrometro de massa Impact Il (Bruker Daltonics). Os softwares utilizados para a
operacdo do sistema e aquisicdo de dados foram Compass Hystar 3.2 e o TASQ.
Dados de TOF-MS e bbCID (MSMS/MS) foram adquiridos na faixa de m/z de 50 a
1000 Da. A ionizacgdo se deu por Electrospray (ESI) no modo positivo e negativo. A
tensao capilar da fonte de ions foi de 4000 V, para o modo positivo, e de 2500V para
0 modo negativo. A pressdo do gas nebulizador foi de 5,0 bar e a taxa de fluxo de
gas de secagem de 9,0 L/min. O nitrogénio foi utilizado tanto para o nebulizador
guanto para o gas de secagem. A temperatura do gas de secagem foi de 210 °C. O
tempo de transferéncia da fonte foi de 50 pus e o tempo de armazenamento pré-pulso
de 5 us. A energia de colisdo em full scan foi ajustada em 10 eV e a energia de
colisdo em bbCID foi ajustada em 20-40 eV. No bbCID, os ions precursores foram
fragmentados na célula de colisdo sem pré-selecdo. Ao alternar a aquisicao entre as
condi¢cbes de MS e bbCID, os conjuntos de dados de energia de colisdo alta e baixa
foram coletados simultaneamente. A calibragcdo externa do instrumento foi realizada

com uma solucédo de formiato de sddio 10 mM.



